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研究成果の概要（和文）： 
 低分子量Ｇ蛋白質Arf6を介するシグナル伝達機構とその生理機能、およびそのシグナル伝達
の破綻に起因する疾患との関連の解明を目的として、分子・細胞・個体レベルで解析を行った。
その結果、（１）Arf6はリン脂質キナーゼPIP5K・を活性化して神経スパインの退縮を制御して
いること、（２）Arf6は、肝臓の発生と腫瘍血管形成に重要であり、Arf6をターゲットとした抗
ガン剤の開発が可能であること、（３）Arf6はJNK相互作用蛋白質を介して神経突起の伸長とブ
ランチングを制御していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     In this study, mechanisms and physiological functions of the cellular signaling 
through the small G protein Arf6 have been investigated at the molecular, cellular and 
whole animal levels. It was found that (1) Arf6 regulates retraction of the spine in 
neurons through activation of the lipid kinase PIP5K・, (2) Arf6 plays critical roles 
in the development of the liver and tumor angiogenesis, indicating a possible target of 
Arf6 as the anti-cancer drug, and (3) Arf6 regulates neurite elongation and branching 
through the JNK-interacting protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 低分子量Ｇ蛋白質のADP-ribosylation 
factor（Arf）は、Arf1-6の６種類のアイソ
ザイムが同定されており、それらの一次構造
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の相同性に基づいて、クラスI~IIIに分類され
ている。クラスIとIIに属するArf1-5は、ゴル
ジ体の出芽を中心とした細胞内小胞輸送に
重要な役割を果たしている。Arf6は、クラス
IIIに属する唯一のArfアイソザイムであり、
主に細胞膜に局在してクラスリン依存的な
細胞膜エンドサイトーシスに関与している
非常にユニークなArfアイソザイムである。
このような状況下、申請者は、Arf6は、多彩
な生理機能を有する脂質性シグナル分子の
ホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸
（PIP2）を産生するリン脂質キナーゼのホス
ファチジルイノシトール 4-リン酸 5-キナー
ゼ（PIP5K）を活性化すること、およびArf6
はPIP5Kの活性化を介して細胞運動に必須
な細胞膜構造体ラッフル膜の形成に重要な
役割を果たしていることを見いだした（Cell 
99, 521-532, 1999）。これらの知見から、
「Arf6はリン脂質代謝を制御して細胞形態
変化などの細胞膜ダイナミックスのシグナ
ル伝達において重要な役割を果たす」という、
「Arf6の新規な生理機能」を想定した。また、
Arf6は細胞運動など、様々な細胞機能におい
て重要な役割を果たしていることが相次い
で報告さるている。このような研究背景から、
本研究課題において、「Arf6が、細胞レベル
でどのような細胞形態を制御して、個体レベ
ルでどのような生命現象に関与しているの
かを解析し、Arf6の生理機能について分子・
細胞・個体レベルで解明する」ことを計画す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 上述した本研究代表者による新規な知見
「Arf6はPIP5K活性化因子として機能する」
に端を発し、世界中の多くの研究者がArf6→
PIP5Kシグナル伝達経路に着目してその生
理機能を解析するようになった。その結果、
Arf6→PIP5Kシグナル伝達系はクラスリン
／AP-2の細胞膜へのリクルートを促進して
クラスリン依存的なエンドサイトーシスを
誘起することや、様々な調節性エクソサイト
ーシスに必須であることが明らかになって
きたものの、依然としてArf6→PIP5Kシグナ
ル伝達系の生理機能解析は細胞レベルでの
細胞内小胞輸送に留まっていた。このような
状況下でも本研究代表者は、“Arf6の新規な
機能としての細胞形態制御”に執着しており、
その分子メカニズムの解明を目指していた。
また、Arf6の分子・細胞レベルでの機能がど
のような個体レベルでの生命現象に反映さ
れており、その破綻がヒトの疾患と関連して
いるのかを解明することを最終目的として
いた。従って、本研究では、Arf6を介するシ
グナル伝達機構を分子レベルおよび細胞レ
ベルで解明し、さらには遺伝子ノックアウト
マウスを作製してそれを解析することによ
り「Arf6の生理機能を分子レベルから個体レ
ベルに至るまで総括的に探索する」ことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Arf6ノックアウトマウス（KO）の作
製：相同組み換えにより、Arf6遺伝子の開始
メチオニンを含むエクソン2をネオマイシン
耐性遺伝子で置き換えたアリルを有するマ
ウスES細胞を樹立した。樹立したES細胞を
c57BL/6マウス初期胚に導入し、キメラマウ
スを作製した。ES細胞由来の生殖細胞をもつ
キメラマウスとc57BL/6マウスの交配によっ
て、ヘテロArf6 KOマウス（Arf6+/-）を得た。
得られた雌雄Arf6+/-マウスの交配によってホ
モArf6 KOマウス（Arf6-/-）を作製した。 
（２）血管内皮細胞特異的Arf6KOマウスの
作製：相同組み換えにより、Arf6遺伝子のエ
クソン1、2を2つのloxP配列で挟んだアリル
（floxed Arf6アリル）を有するマウスES細胞
を樹立した。樹立したES細胞をc57BL/6マウ
ス初期胚に導入し、キメラマウスを作製した。
ES細胞由来の生殖細胞をもつキメラマウス
とc57BL/6マウスの交配によって、ヘテロ
floxed Arf6 マウス（Arf6flox/+）を得た。得ら
れた雌雄Arf6flox/+マウスの交配によって、ホ
モfloxed Arf6マウス（Arf6flox/flox）マウスを
作製した。次に、血管内皮細胞特異的にCre
リコンビナーゼを発現するトランスジェニ
ックマウス（Tie2-Creマウス）の雄と、
Arf6flox/floxマウスの雌との交配によって、
Tie2-Cre;Arf6flox/+マウスを作製した。この交
配によって得られた雄のTie2-Cre;Arf6flox/+
と 、 雌 の Arf6flox/flox と の 交 配 に よ り
Tie2-Cre;Arf6flox/floxマウス（血管内皮細胞特
異的Arf6 KOマウス）を作出した。 
 
４．研究成果 
（１）Arf6による興奮性シナプスのスパイン
形成制御：興奮性シナプスの後部（樹状突起
側）には、スパインと呼ばれる微小突起構造
が存在し、スパインの数および形状はダイナ
ミックに変化しており、その変化は記憶・学
習の細胞基盤であると提唱されている。上述
のように、ARF6→PIP5Kシグナル伝達系が
細胞膜ダイナミクスを制御していることか
ら、このシグナル伝達系がスパイン形成を制
御している可能性が推測され、この点につい
ての解析を行った。 
 マウス海馬神経細胞に活性化型ARF6を発
現させるとスパイン数は顕著に減少し、ドミ
ナントネガティブARF6を発現させるとスパ
イン数は増大した。一方、クラスIのArf1や
クラスIIのArf5はスパイン数に影響しなかっ
た。これらの結果から、Arf6は特異的に海馬
神経細胞のスパイン形成を制御しているこ
とが明らかとなった。また、これまでに同定
 - 3 -
されている三種類のヒトPIP5Kアイソザイム
（・、・、・）のうち、野生型PIP5K・を海
馬神経細胞に発現させるとスパイン数は顕
著に減少し、活性欠失型変異体PIP5K・はス
パイン数を増大させた。これらの結果から、
PIP5K・はArf6と同様に、スパインを退縮さ
せることが明らかとなった。さらに、海馬神
経細胞において活性型Arf6はPIP5K・と結合
することが明らかになった。 
 これらの結果から、Arf6→PIP5K・シグナ
ル伝達系はスパインの退縮制御に重要な役
割を果たしていることが示唆された。 
（２）Arf6は肝臓の発生に必須である：Arf6
の個体レベルでの生理機能を解析するため
に、「研究の方法」の項に記載した方法に従
って、Arf6ノックアウト（KO）マウスを作製
してそれを解析した。本マウスは、E13.5以
後に徐々に死んでいき、胎生致死であった。
そこで、E13.5以前の胎児について解析した
ところ、肝臓のサイズが小さくなっており、
肝臓の発生に異常が見出された。また、肝臓
を組織染色したところ、スポンジ様の組織染
色像を示し、肝細胞のアポトーシスが起こっ
ていることが明らかとなった。発生段階にお
ける肝臓形成を解析すると、発生初期におけ
る肝芽細胞への分化には異常が認められな
かったが、その後の肝細胞索形成に異常が認
められた。この異常は、Arf6 KOマウスから
調製した初代培養肝細胞における肝臓増殖
因子（HGF）依存的な肝細胞索形成でも認め
られ、Arf6の入れ戻しにより回復した。肝細
胞のアポトーシスは、肝細胞索形成異常が認
められる時期よりも遅いため、アポトーシス
は肝細胞索形成異常の結果亢進するものと
考えられた。 
 これらの結果から、Arf6は発生過程におけ
る肝臓形成に重要な役割を果たしているこ
とが結論づけられた。 
（３）Arf6は発生過程での血管形成および腫
瘍血管形成に重要な役割を果たす：上述の
Arf6 KOマウスの解析中に、本マウスの胎児
の血管走行に異常を見いだした。しかし、本
マウスは胎生致死であるため、本マウスを使
用してさらに解析することは非常に困難で
あった。そこで、血管内皮細胞特的なArf6遺
伝子コンディショナルノックアウト（Arf6 
cKO）マウスを作製し、その解析を行った結
果、Arf6 KOマウスと同様に、本マウスにお
いても血管形成に軽度な異常が認められた。
また、非常に興味深いことに、このマウスに
おいては、B6メラノーマ細胞を皮下移植した
後に形成される固形癌での血管形成が顕著
に阻害され、その結果、癌の増殖が抑制され
ることが明らかとなった。この結果から、
ARF6は発生過程での血管形成に加えて、腫瘍
血管形成においても重要な役割を果たして
おり、ARF6が抗ガン剤のターゲット分子とな
りうる可能性が示唆された。 
（４）Arf6の新奇ターゲット蛋白質JIP3の同
定とその機能解析：Arf6の新奇な下流シグナ
ル因子を探索するために、活性型および不活
性型Arf6変異体を固定化したビーズを用い
て、これらのビーズに結合するマウス脳細胞
質の蛋白質を解析した。その結果、活性型
Arf6変異体を固定化したビーズに特異的に
結合する蛋白質を質量分析で解析した結果、 
JNK-associated leucine zipper protein 
(JLP)を同定した。JLPは、JNK-interacting 
protein（JIP）ファミリーのメンバーであり、
JIPファミリーメンバーの一つであるJIP3と
構造が非常に類似している。そこで、JLPあ
るいはJIP3とArf6とのin vitroおよび細胞内
での相互作用を検討した結果、JLPとJIP3は
特異的にArf6と結合することを明らかにし
た。さらに、Arf6のJLPおよびJIP3との結合
部位を明らかにした。この知見をもとに、JLP
およびJIP3と相互作用できないArf6変異体
を作製し、それをマウス大脳皮質神経細胞に
過剰発現すると、神経突起の伸長とブランチ
ングが促進された。この現象は、神経特異的
に発現しているJIP3をノックダウンした場
合も認められた。 
 これらの結果から、Arf6→JIP3シグナル伝
達系は、神経細胞における神経突起の形成を
制御していることが示唆された。 
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